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It has been possible to demonstrate clearly both in umbilical cord blood samples and after the separation of pregnancy 
blood that the combination of the triple gradient and MACS with anti-CD71 marked ceils is a very effective method of enriching 
nucleated erythrocytes. The proportion of nucleated erythrocytes in the umbilical cord blood was between 72 and 89 % after both 
enrichment methods. It has been possible to detect nucleated erythrocytes in the posivite fraction according to the triple gradient 
and MACS in all cases in pregnant women at various gestation stages. The variation in the number of enriched nucleated erythro- 
cytes in various pregnancies very probably reflects individual differences in the foeto-maternal cell ratio at various stages in preg- 
nancy. The process described here makes it possible in normal male blood and that of non-pregnant women to demonstrate no 
nucleated erythrocytes, by contrast with pregnant women at various stages of gestation. The method is also highly reproducible 
and suitable for clinical diagnosis. With fluorescence in situ hybridisation it has been possible to detect a foetal trisomia in all 
three cases investigated. The enrichment of nucleated erythrocytes is thus strong enough to diagnose infantile aneuploids using 
fluorescence in situ hybridisation. It is therefore obvious that it is possible with this only slightly invasive and relatively simple 
and economical method to conduct screening examinations for three of the most important trisomias (13, 18 and 21) and monog- 
enic diseases (with the aid of the PGR) with virtually no risk to the patient and the child. 



(57) Zusammenfassung Sowohl in Nabelschnurblutproben ais auch nach der Separation von Schwangerenblut konnte klar 
nachgewiesen werden, dafi die {Combination des Dreifachgradienten und MACS mit anti-CD71 markieiten Zellen eine sehr ef- 
fektive Methode zur Anreicherung von nukleierten Erythrocyten ist Im Nabelschnurblut lag der Antetl nukleierten Erythrocyten 
nach den beiden Anren±erungstechniken zwischen 72- und 89 %. Bei schwangeren Frauen verschiedener Gestationsalter konnten 
nukleiertc Erythrocyten in der Positivfraktion nach Dreifachgradient und MACS in alien Fallen nacbgewiesen werden. Die Va- 
riation in der Anzahl angereicherter nukleierter Erythrocyten in verschiedenen Schwangerschaften reflekticrtiiochstwahrschein- 
lich individuelle Unterschiede des feto-maternalen Zellverhaitnisses in verschiedenen Gestationsaitern. Mit der hier beschriebe- 
ncn Technik konnten im normalen mann lichen Blut und Blut nichtschwangerer Frauen keine nukleierten Erythrocyten nachge- 
wiesea werden im Gegensatz zu Schwangeren verschiedener Gestationsalter. Die Methode ist also gut reproduzierbar und 
geeign^fur die klinische Diagnostic Mit der Fluoreszenz in situ Hybridisierung gelang etn Nachweis einer fetalen Trisomie in 
alien drei untersuchten Fallen. Die Anreicherung nukleierter Erythrocyten ist also stark genug, um einen diagnostischen Nach- 
weis Mndlicher ^neuploidien mit Hilfe der Fluoreszenz Tn Situ Hybridisierung zu fuhren. Es ist daher naheliegen, dafi man mit 
dieser wenig invastven und relativ einfach und kostenganstig durchzufuhrenden Methode eine Screeninguntersuchung auf die 
drei wichtigsten Trisomien (13, 18 und 21) sowie Einzelgenerkrankungen (mit Hilfe der PCR) aabteten konnte, die praktisch kei- 
ne Gefahr fur die Patientin und das Kind bedeutet. 
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"Verfahren zur Pranatal di agnost i k genetischer 
AnomaT ien " 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Pranatal- 
diagnostik genetischer Anomalien. 

Aus der FR 2 657 167 ist ein ni chtdi agnosti sches 
5 Screening-Verf ahren bekannt, bei dem f Li r die 

Screen inguntersuchungen nur mutter 1 i ches Serum 
verwendet wird. Auf diese Weise kann ein alters- 
bedingtes Risiko fiir Morbus Down rechnerisch modifi- 
ziert werden, wobei durch diese Untersuchungen je- 
10 doch nur ein relatives Risiko fiir das Down Syndrom 
geschatzt werden kann. 



15 



Im iibrigen ist es seit ca. 20 Jahren mogl i ch , vorge- 
burtlich genetische Anomalien zu di agnost i zi eren . 
Die zur Zeit zur VerfLigung stehenden Techniken zur 



WO 93/23754 PCT/DE93/00427 

- 2 - 

Aspiration kindlichen Gewebes wahrend der Schwanger- 
schaft sind die Fruchtwasserpunktion (Amniozentese) 
und die sog. Chori onzottenbi opsi e . Die Chorionzot- 
tenbiopsie kann bereits ab der 8., die Amniozentese 

5 ab der 14. Schwangerschaf tswoche durchgefiihrt 
werden. Die Invasivitat drfeser konventi one! 1 en 
Methoden bedingt jedoch, daB Esyigriffsrisiken fur 
den Feten (z. B.. Fehlgeburt oder Verletzung) aber 
auch fiir die Mutter (z. B. Entzlindungen in der 

10 Gebarmutter ) bestehen. Eine randomisierte Kontroll- 
studie wies nach, daB sogar durch efne Amniozen- 
tese, die von vielen al s die sicherere Aspirations- 
technik angesehen wird, das Risiko eines 
Spontanabortes ei ngrif f sbedingt urn ca. 1 % steigt 

15 (Holzgreve W.,Miny P : Genetic aspects of fetal 
disease. Serai n Perinatal 13: 260, 1989), Deshalb 
wird zur Zeit eine Untersuchung auf eine spontan 
auftretende sogenannte kindliche Trisomie (iiber- 
zahliges Chroraosom) nur bei MUttern mi t erhohtem 

20 Risiko, z. B. erhohtem mutterl ichen Alter durchge- 
fiihrt. Ein invasiver Eingriff wird in Deutschland 
erst bei Schwangeren ab dera 36. Lebensjahr durch- 
gefiihrt, weil das Eingriffsrisiko bei jiingeren 
Schwangeren im Normalfall hdher ist, als die 

25 Wahrscheinl ichkei t des Auftretens einer kindlichen 
Trisomie. Deshalb besteht seit vielen Jahren eine 
starke Motivation zur Entwicklung einer weniger 
invasiven Technik zur Prana tal di agnos ti k . Obwohl 
eine VielzahT von Versuchen in der Vergangenhei t 

30 unternommen wurde, diese Hoffnung zu verwi rkl ichen , 
war keine der bisher versuchten Techniken erfolg- 
reich. 

Vermutlich gelangen im Laufe einer Schwangerschaf t 
35 einige wenige kindliche Zellen, als Folge feto- 
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maternaler Transfusion, in den mtitterlichen Kreis- 
lauf. Das Verhaltnis kindlicher zu mii tter 1 i chen 
kernhaltigen Zellen im Blut einer Schwangeren ist 
aber extrem niedrig und wird zur Zeit auf ca. 1 in 

5 10 9 bis 1 in 10 11 Zellen geschatzt (Holzgreve W, 

Ganshirt-Ahlert D, Burschky M et al.: Detection of 
fetal DNA in maternal blood by PCR. Lancet 335: 
1220, 1990). Wegen dieser hohen Verdiinnung kind- 
licher Zellen ist es ohne vorherige Anreicherung 

10 bisher noch nicht gelungen, das genetische Material 
des Feten aus mutterl i chem Blut reproduzi erbar 
nachzuweisen (Holzgreve W, Garritsen HSK,Ganshi rt- 
Ahlert D: Fetal cells in maternal circulation. 
J Reprod Med 37 (5): 410, 1992, nicht vorverof f ent- 

15 Ticht) 



Wenn es mdglich ware, diese fetalen Zellen aus der 
miitterl i chen Zirkulation zu isolieren, ware durch 
eine einfache Blutentnahme der Zugang zu einer 

20 Pranatal di agnosti k miiglich. Hierdurch wiirde das 

durch den konventionel len Eingriff bedingte Risiko 
fur Mutter und Kind entfallen. Zusatzlich wiirde eine 
Blutentnahme gegeniiber der heute ublichen Amniozen- 
tese bzw. Chori onzottenbi ops i e eine erhebliche 

25 Kos tensenkung bedeuten. Amni ozentesen werden nur von 
besonders dafiir ausgebi 1 deten Frauenarzten durchge- 
fiihrt und die neuere Chorionzottenbiopsie wird zur 
Zeit in Deutschland nur in wenigen speziell dafiir 
ei ngerichteten Zentren angeboten. Da alle kernhal- 

30 tigen Zellen die gesamte genetische Information 
enthalten, konnen aus kindlichen Blutzellen nach 
erf ol grei cher Isolation aus mutterl i chem Blut die- 
selben genetischen Aberrationen nachgewiesen werden, 
wie nach konvent i onell er Aspiration fetaler Zellen. 

35 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, genetische 
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15 



20 



25 



30 



Anomalien pranatal nachzuwei sen . 

Die Losung der Aufgabe besteht aus einer Kombi- 
nation folgender Schritte: 



a) Voranreicherung kindlicher ZelTen aus miitter- 
lichem Vollblut durch einen Mehrfao<- 
Dichte-Gradienten . 

b) Markierung der kindlichen Zellen mit einem 
monoklonalen Antikorper und/oder Markierung 
mutter! icher Zellen rait en tsprechenden 
spezifischen Antikorpern mit magneti schen Beads 
und Anreicherung der markierten fetalen Zellen 
bzw. Depletion der miitterl ichen Zellen durch 
magnetische Separation. 

c) Nachweis kindlicher genetisch bedingter 
Anomal ien durch molekul argene ti sche Nachweis- 
methoden . 

Die Konzentration der fetalen Zellen kann also ent- 
weder durch deren Anreicherung erfolgen oder iiber 
die Depletion der mutterlichen Zellen. 

Vorteilhaft konnen die kindl ichen Zel Ien mit einem 
monoklonalen Antikorper gegen den Transferrin- 
rezeptor markiert werden. 

Vorzugsweise werden als kindliche Zellen nukleierte 
Erythrocyten angereichert und al s ' monok 1 onal er Anti- 
korper wird ein "anti - CD71" eingesetzt. 



Als kindliche Zellen konnen auch Trophobl as ten ange- 
reichert werden oder gemaQ einem weiteren Vorschlag 
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der Erfindung Lymphocy ten . 

Der Nachweis kindlicher genetisch bedingter 
Anomalien erfolgt vorzugsweise als Nachweis kind- 
Ucher Chromosomens torungen durch Fluoreszenz in 
st%u Hybridisierung mit chromosomen-spezi f i schen 
DNA Son^en. 

Oie Voranreicherung kindlicher Zellen aus miitter- 
lichem Vollblut kann durch einen Drei f ach-Ficoll - 
Gradienten erfolgen, mit dem gute Ergebnisse erzielt 
wurden. Oie Verwendung anderer Oreifach- oder Viel- 
fach-Gradienten ist jedoch denkbar, z. B. die Ver- 
wendung eines Dreifach-Percoll-Gradienten. 

Die Anreicherung der markierten fetalen Zellen durch 
einen magnetisch aktivierten ZeTlsorter (MACS) hat 
gute Ergebnisse erbracht und ist pre i sgiins ti g . Sie 
kann jedoch alternativ bei sp i e 1 swei se auch mit Hilfe 
sogenannter "Dynabeads " erfolgen, bei denen mit 
einem offenen ReagenzgefaS und einem auBerhalb des 
Reagenzgef aBes angebrachten Magneten gearbeitet 
wird. 

Die Untersuchung der Zell zusammense tzung fetalen 
Blutes zeigt, daB nukleierte Erythrocyten in der 
friihen Entwicklung (bis zur 20. Schwangerschaf ts- 
woche) den iiberwiegenden Anteil der kernhaltigen 
Zellen in der fetalen Zirkulation ausmachen. Erst im 
spateren Verlauf der Schwangerschaf t nimmt die An- 
zahl der weiBen Bl utkdrperchen ( Lymphocy ten ) zu. 
Dies beruht auf der speziellen Ontogenese der 
fetalen Blutbildung, die im Laufe der Schwanger- 
schaft in verschiedenen Entwickl ungsphasen in unter- 
schiedlichen Organen stattfindet. 
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Da die Pranatal diagnostik wegen eines in Frage 
kommenden Abbruchs der Schwangerschaf t so fru'h wie 
moglich erfolgen sollte, erscheint die Isolierung 
nukleierter Erythrocyten zur Entwicklung einer 
5 pranataldiagnostischen Methode am viel versprechen- ^ 
sten. 

V 

Es 1st auch bekannt, daS das Blut normaler Erwach- 
sener keine kernhal tigen, sondern nur kernlose 
10 Erythrocyten enthalt, so daB kernhal tige Erythro- 
cyten spezifisch fur das fetale Blut sind 
(Holzgreve W, Garritsen HSK, Ganshirt-Ahlert D: 
Fetal cells .in maternal circulation. J. Reprod 
Med 37: 410, 1992) . 

15 

In jilngerer Zeit wurde eine Methode publiziert, die 
durch Verwendung eines Zwei s tufengradienten aus 
fetalem Vollblut mononukleare weiBe Bl utkorperchen 
von nukleierten roten Bl utkorperchen abtrennen kann 

20 (Bhat MM, Bieber M, Teng NNH: One step separation of 
human fetal lymphocytes from nucleated red blood 
cells. J Immun Meth 131 : 147. 1990). In Abwandlung 
dieser Technik benutzt die Erfindung einen effek- 
tiveren Dreif achgradienten, urn nukleierte 

25 Erythrocyten aus mii tterl ichera Blut voranzureichern . 
Es entstehen dabei nach Zen trif ugation von Vollblut 
uber einen Oreif achgradienten aus Ficoll drei 
distinkte Zel 1 schichten , von denen die mittlere 
Zellschicht nukleierte Erythrocyten enthalt. Wir 

30 konnten nachweisen, daB die Anreicherung dieser 

Zellen urn so effektiver ist, je verdiinnter diese im ' r 
Vollblut vor der Zentrifugation sind. 

Un tersuchungen an Knochenraarkszel 1 en Erwachsener, 
35 die kernhaltige Vor 1 auf erzel 1 en der Erythrocyten 
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enthalten, ergaben, daB diese auf den Zel 1 membranen 
einen sog-enannten Transf errinrezeptor exprimieren 
(Horton MA: Expression of transferrin receptors 
during erythroid maturation. Exp Cell Res 144: 361, 

5 1983). Der Transf err i nrezeptor ist^in Membran- 
protein, das flir den Ei sen transport 'in die Zelle 
verantwortl ich ist; er kann mit Hilfe ei>*es spezi- 
fischen rnonok 1 onal en Antikdrpers (anti-CD 71) nach- 
gewiesen werden. Eine kon ven ti one 1 1 e Methode zur An- 

10 reicherung antikdrper-mark ierter Zellen aus einem 
Zellgemisch ist die Verwendung eines 
Fl uoreszenz-akti vierten Zellsorters (FACS) . Zusatz- 
lich zur Anti kbrpermark i erung werden hierbei die 
Zellen mit einem Fl uoreszenzf arbs tof f markiert. Das 

15 FACS-Gerat kann die f luoreszierenden Zellen von den 
nicht markierten Zellen unterschei den und vonein- 
ander trennen. Mit Hilfe dieser Methode ist es in 
jiingster Zeit gelungen, fetale Zellen aus mlitter- 
lichem Blut anzureichern (Bianchi DW, Flint AR, 

20 Pizzimenti MF etal : Isolation of fetal DNA from 

nucleated erythrocytes in maternal blood. PNAS 87: 
3279. 1990; Price JO, Elias S, Wachtel SS: Prenatal 
diagnosis with fetal cells isolated from maternal 
blood by multiparameter flow cytometry. Am J Obstet 

25 Gynecol 165: 1731. 1991). Allerdings ist ein 

FACS Gerat sehr kostspielig (ca. DM 800.000,--) und 
kann nur von einem dafiir spezi al i sierten langjahrig 
ausgebi Ideten Mitarbeiter bedient werden. 

30 Da durch diesen erheblichen finanziellen und perso- 
nellen Aufwand der Einsatz eines FACS Gerates bei 
pranatal di agnosti schen Rou t i neun tersuchungen einen 
erheblichen Nachteil mit sich bringen wlirde, wird 
gemaB der Erfindung vorgeschl agen , die antikdrper- 

35 markierten Zellen mit Hilfe eines in jlingerer Zeit 
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entwickelten magnetisch-akti vierten Zellsorters 
(Miltenyi A., Miiller W., Weichel A.: High Gradient 
magnetic cell separation with MACS - Cytometry 
11:231. 1990.) anzureichern . Bei dieser Technik 

5 werden die a^tikorper-markierten Zellen zusatzlich 
mit magnetf schen Beads beladen. Der MACS besteht 
aus einem s tarkenVJagneten , in dessen Feld eine mit 
Stahlwolle gefiilTte Spritze eingebracht wird. Ober 
diese wird das Zellgemisch nach Antikorper- und 

10 Beads-Markierung gegeben und die negativen, nicht 
mit magnetischen Beads beladenen Zellen werden 
herausgewaschen^ wahrend die positive Zellfraktion 
an der Stahlwolle haften bleibt. AnschlieBend wird 
die Spritze aus dem Magnetfeld entfernt und die 

15 Positivf raktion, die die markierten Zellen enthalt, 
herausgespiil t. Die Verwendung des magnetisch akti- 
vierten Zellsorters bietet den Vorteil, daB er sehr 
einfach zu bedienen ist und die Kosten der 
Anschaffung (ca. DM 10.000,--) weit unter denen 

20 eines FACS Gerates liegen. 

Als Nachweis der kindlichen Herkunft der angerei- 
cherten Zellen diente die Fluoreszenz in situ 
Hybridi sierung (FISH). Mit dieser Technik konnen 

25 f luoreszenzmarkierte Gensonden, die spezifisch fiir 
ein Chromosom sind, auf einem Qbjekttrager mit der 
DNA fixierter Kerne hybridisiert werden. Die Spezi- 
fitat der DNA-DNA Hybridi sierung erlaubt einen spe- 
zifischen Nachweis der Gene in den DNA-haltigen 

30 Kernen. Unter dem Fl uoreszenzmikroskop ist eine 

erfolgte Hybridisierung durch ein distinktes fluor- 
eszierendes Signal in den Kernen erkennbar. Bei 
einem normalen menschl ichen Chromosomensatz sind mit 
einer chromosomen-spezi f i schen Probe der Autosomen 

35 (Nich t-Geschl ech tschromosomen ) zwei distinkte Sig- 
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nale in den Kernen zu erkennen. Bei einem aberranten 
Chromosomensa tz mi t einem liberzahligen Chromosom 
( Aneupl oi die) kann man mit dieser Methode durch eine 
chromosomen-spezi f i sche Gensonde 3 Signale nach- 
weisen. Wir verwendeten die Fluoreszenz in situ 
Hybri di si erung zum Nachweis einer kindlichen 
Aneuploidie nach Anreicherung fetaler Zellen aus 
dem 81ut schwangerer Frauen, die einen Feten mit 
bekannter Chromosomenanomal i e austrugen. 

Diese Methode wurde gewahlt, weil Aneuploidien die 
haufigste Ursache fur genetische Fehl bi 1 dungen dar- 
stellen und einer Oiagnose dieser Anomalien in der 
Schwangerschaft daher eine groBe Bedeutung zukommt. 
Besonders wichtig ist der Nachweis einer Trisomie 
der Chromosomen 13, 18 und 21, sowie Aneuploidien 
der Chromosomen X und Y. Dieses sind die ein- 
zigen Trisomien, die zur Geburt eines Feten ftihren 
kbnnen, die allerdings in alien drei Fallen schwer 
geschadigt sind. Eine wenig risikoreiche Technik 
zur Aspiration fetalen Gewebes aus miitterlichem 
Blut wiirde daher eine Screeninguntersuchung auf 
eine dieser haufigsten genetischen Erkrankungen 
auch bei jungen Frauen ermdglichen. 

Die Erfindung wird nachstehend in Verbindung mit 
den Tabellen und den Abbildungen an einem Ausfiih- 
rungsbei spi el erlautert. Es zeigt: 

Tab. 1: Schwangerschaf tsgeschichte , Proben- 

entnahme und Ergebnisse, 
Tab. 2: Auswertung der Anreicherung von 

nukleierten Ery throcyten , 
Tab. 3: Hybr i d i s i erungs s i gna 1 e in Zellen aus 

miitterlichem Blut, 
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Abb. 1: Prozentsatz der Zellen mi t drei Sig- 

naler) und 

Abb. 2; Di f ferentiell e Zell zah 1 ungen . 

5 Blutproben N 

Vierzig ml heparini siertes Va4,lblut wurde von neun 
schwangeren Frauen abgenommen. Orei dieser Frauen 
trugen einen Feten mit einer Trisomie 18 aus 
10 (Tab. 1). 

Zur KontrolTe wurden zusatzlich jeweils 10 ml 
heparinisiertes Nabel schnurbl ut von vier normalen 
Neugeborenen und einem Neugeborenen mit einer Tri- 
15 somie 18 untersucht. Nabel schnurbl ut ist immer kind- 
1 icher Herkunf t. 

Als (Controlle wurden jeweils 40 ml Blut von drei 
nichtschwangeren Frauen und drei Mannern untersucht. 

20 

Das Blut sollte vor der Verarbeitung nicht alter als 
12 Stunden sein. 

Zur gesonderten Bestimmung der Effektivitat des 
25 Dreif achgradien ten wurde Nabel schnurbl ut in Er- 

wachsenenblut in einer Serie so verdiinnt, daB das 
Verhaltnis kernhaltiger Zellen von 1 : 10 bis 
1 : 50.000 abnimmt, und anschlieflend ein Dreifach- 
gradient rait jeder einzelnen Verdiinnung durchge- 
30 ftihrt. 

Drei f achgradient 

Jeweils 2 ml heparinisiertes Vol lb 1 !; 1 -/-=■ -iinn mit 
35 4 ml PBS Puffer (8.42 g NaCl , 0.2 c : f- ■ » 299 g 



WO 93/23754 



PCT/DE93/00427 



- 11 - 

KH 2 P0 4 , 0.92 g NaHP0 4 , ad 1000 ml aqua dest. ) ge- 
mischt und in ein 12 ml Zen tri f ugenrohrchen gegeben. 
Mit einer langen Kaniile werden nacheinander vor- 
sichtig jeweils 2 ml FicoH -Hi stopaque (Sigma, 

5 Miinchen) folgender Oichten unterschichtet : Ficoll- 
Histopaque 1077, 1110 und 1119. Das Ficoll der 
V, Dichte 1110 wird aus en tsprechenden Anteilen der 

Dichten 1077 und 1119, die beide bei Sigma (Miinchen) 
erhaltlich sind, gemischt. Die Gradienten werden 

10 30 min bei 550g zentrifugiert . Es sind dann folgende 
drei distinkte Zel 1 schichten in dem klaren Ficoll- 
iiberstand zu sehen: 

Eine obere Schicht, die Lymphocyten und Monozyten 
15 enthalt, 

eine mittlere Bande, die nukleierte Erythrocyten 
enthalt, 

20 eine untere Bande mit neutrophilen Granul ozy ten . 

Bei Blut aus Schwangeren ist die Zellzahl der ange- 
reicherten Zellen so gering, daB sie nicht sichtbar 
ist, ihre Lage ist jedoch an dem Obergang der beiden 

25 Ficoll schichten unterschiedl icher Dichte gut zu er- 
kennen. Am Boden des Zen tri f ugati onsrohrchens be- 
findet sich ein dicker roter Saum kernloser Erythro- 
cyten. Ober den Ficol 1 schichten liegt eine gelbliche 
Schicht mit Blutserum. Nacheinander werden mit einer 

30 10 ml Spritze und einer TSK Subra Ei nma 1 k anu 1 e , 

0.9 x 120 (Ehrhardt, Geislingen) das Blutserum, die 
obere, die mittlere und untere Bande von dem 
Gradienten abgenommen. Die unterste Zellschicht mit 
den nicht kernhaltigen Erythrocyten wird verworfen. 

35 Die mittlere Bande, die die angere icherten nukleier- 
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ten Erythrocyten enthalt, wird mit 5 ml PBS-Puffer 
versetzt und drei mal mit PBS Puffer gewaschen, 
d. h. jeweils 8 mtn. bei 550 g zentri f ugiert und das 
Zellpellet erneut rait PBS Puffer versetzt. Danach 

5 wird die Zel 1 suspension auf ca. 2 ml eingeengt, ^ 
lOOyttC en tnommen und in einer Zy tozentr i f uge 
(Shandon, Frankfurt) 5 rain, bei 500 g auf einen Ob- V 
jekttrager zentri fugiert. Auf dem Objekttrager 
werden die BlutzeTTen different!* el 1 angefarbt mit 

10 einer Diff-Quick Farbelosung (Merz+Oade, Diidingen, 

CH). Diese Farbung erlaubt die mikroskopische Unter- 
scheidung der verschiedenen Blutzellen voneinander. 
Es wurden auf diese Weise jeweils 100 Zellen nach 
Separierung durch den Gradienten ausgezahlt, um den 

15 Erfolg der Anreicherung nukleierter Erythrocyten in 
der mittleren Zellschicht zu iiberprufen. 

Antikorperfarbung 

20 In einer Thomakammer wurde die Zellzahl der mitt- 
leren Bande nach dem Drei f achgradienten bestimmt. 

Bei der Verwendung von Nabel schnurbl u t wurde ein 
Aliquot dieser angereicherten Zell suspension zur 
25 Antikorpermarkierung eingesetzt, das einer Zellzahl 
von 10^ Zellen entsprach. 

Die Zellen wurden 10 min. bei 200 g zentrif ugiert 
und das Pellet in 50^ PBS Puffer, der 10 % Serum 
30 enthalt, auf genommen. Das Serum wird nach dem Drei- 
f achgradienten entnommen und vor der Verwendung ' 
45 min. bei 56° C inkubiert. Die Verwendung des 
Serums bei der Anti korperinkuba tion verhindert die 
unspezif i sche Markierung von Monozyten. 

35 
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Zu den SOjuutder Zel 1 suspens i on werden 50 fjJL "anti - 
CD71" ( Becton-Dickenson ) gegeben und das Gemisch 
10 min. bei 8° C Inkubiert. AnschlieBend werden 
20 j^rat-anti -mouse IgG 2 (a+b) magnetische Micro- 

5 beads (Miltenyi Biotech , J3ergi sch-Gl adbach ) dazu- 
gegeben und das Gemisch writere 15 min. bei 8° C 
inkubiert. Nach Zentri f ugat i ony( 200 g, 10 min.) wird 
der Oberstand abgenommen und die Zellen in 500 fjL 
PBS/0.5 % BSA (bovine serum albumine, Fluka, Buchs) 

10 resuspendiert . 



Eine A2 Saule der Firma Milenyi Biotech, die mit 
Stahlwolle gefiillt ist und sich zur Separation von 
ca. 10 7 Zellen eignet, wird flir die Zelltrennung wie 

15 folgt vorbereitet: An das untere Ende der Saule wird 
ein Dreiwegehahn angeschl ossen und an den seitlichen 
Eingang eine mit 70 %igem Ethanol gefiillte 10 ml 
Spritze angesetzt. Das Ethanol wird von unten in die 
Saule hinei ngedriickt, bis der Fl ussigkei tsspiegel 

20 den oberen Rand der A2 Saule erreicht hat. Der Drei- 
wegehahn wird geschlossen und von oben eine 100 ml 
Spritze mit Gewinde auf die Saule auf geschraubt , die 
Aqua dest. enthalt. Der Dreiwegehahn wird gedffnet, 
so da0 die Saule nach unten auslaufen kann und mit 

25 Aqua dest. durchgespiilt wird. AnschlieBend wird dfe 
Saule mit PBS/0.5 % BSA durchgespiilt und das PBS/BSA 
Gemisch durch rechtzei tiges SchlieBen des Hahns in 
der Saule belassen, so daB der Puffer ca. 1 cm uber 
der Stahlwolle steht. Durch diese Behandlung gelingt 

30 es, die Saule 1 uf tbl asenf re i mit PBS/BSA Puffer zu 
fullen. Vorhandene LuftbTasen wiirden eine spatere 
Bindung der Zellen an die Stahlwolle verhindern. Das 
PBS/BSA Gemisch muB 30 min. in der Saule verbleiben, 
damit sie mit BSA abgesattigt wird, urn unspez i f i sche 

35 Bindungen zu verhindern. 
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Vor der Zel Iseparation wird die Saule an dem Mag- 
neten befestigt und durch Offnen des Dreiwegehahns 
der Puffer so weit entfernt, da6 der Fl iissigkei ts- 
spiegel kurz ufaer der StahTwolle steht. Von oben 

5 warden die 500 fU Zel I suspensi on nach Antikorperf ar- 
bung auf die Saule pipettiert und der Hahn so lange 
geoffneV bis der obere Rand des FT ussigkei tsspie- 
gels wieder fast die Stahlwolle erreicht hat. Danach 
werden 6 Fraktionen von jeweils 500/*£ PBS/0.5 % BSA 

10 hinzugegeben und die Saule damit gewaschen. Diese 

Negati vfraktion wird nrit einer Nadel der Starke 24 G 
eluiert und in einem Zentri f ugenrohrchen gesammelt. 
Danach wird der Oreiwegehahn geschlossen und die 
Saule aus dem Magneten entfernt. Unten an dem Hahn 

15 wird seitlich eine Spritze mit PBS/0.5 % BSA be- 

festigt. Nach Offnen des Hahns wird der Puffer mit 
der Spritze so weit in die Saule gepreBt, daB die 
Zell suspension den oberen Saulenrand erreicht. Nach 
SchlieBen des Dreiwegehahns wird diese wieder in dem 

20 Magneten befestigt und eine Nadel der Starke 22 G 
unten angebracht. Die Saule wird dann erneut 6 mal 
mit jeweils 500 juX PBS/0 . 5 % BSA eluiert, diese 
Fraktion wird als Waschf rakti on gesammelt. Nach dem 
SchlieBen des Dreiwegehahns wird die Saule aus dem 

25 Magneten entfernt, bis zum oberen Rand mit PBS/0.5 % 
BSA Puffer gefullt und oben eine ebenfalls mit 3 ml 
PBS/BSA Puffer gefiillte Spritze aufgesetzt. Nach 
Entfernen der Nadel wird durch Druck auf die Spritze 
die "Posi ti vfraktion" nach unten ausgespiilt. 

30 

Von alien drei Fraktionen "Negati v- 11 , "Wasch-" und 
Posi ti vfraktion" wurden Aliquots zur Zellzahlbe- 
stimmung und Zytozentrif uga tion entnommen. Im An- 
schluB an die Zytozentrifugation wurden die Objekt- 
35 trager differentiell angefarbt und bei Nabelschnur- 
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blut jeweils LOO Blutzellen ausgezahlt, um die" er- 
folgte Anreicherung zu iiberpriifen. Bei Schwangeren- 
blut wurden alle Zellen des gesamten Zytospins aus- 
•gezahl t . 

Fluoreszenz In Situ Hybridisierung 

Die positive Fraktion der magnetischen Zellsepa- 
ration wurde zur Isolation der I nterphasekerne 
10 min. bei 200 g zentri fugiert , das Pellet in 5 ml 
75 mM KCL resuspendiert und 10 min. bei 37° C in- 
kubiert. Nach Zentri f ugati on (10 min. 150 g) wurde 
das Zellpellet vorsichtig in 5 ml Me thanol /Ei sessi g 
(3 : 1/v : v) resuspendiert und 10 min. bei 200 g 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in dem Rucklauf des 
Methanol /Ei sessig resuspendiert und mi t einer Glas- 
pas teurpi pette auf einen 0b je-k ttrager aufgetropft. 

Die anschl ieSende Fluoreszenz in situ Hybridisierung 
mit einer DNA Sonde, die spezifisch fiir das Chromo- 
sora 18 ist t erfolgte mit einem Kit der Firma Oncor 
(Gai thersburg , USA) nach den Anweisungen des Her- 
stellers. 

Die Kerne wurden nach der in situ Hybridisierung 
unter einem Zeiss Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet 
und mit einem Kodak Ectachrom 64 ASA Film foto- 
graf iert . 

Ergebn i sse 

Die Ergebnisse dif ferentiel ler Zel 1 zahl ungen vor und 
nach dem Dreif achgradi en ten und nach MACS von sieben 
Nabel schnurbl utproben sind in der Abb. 2 dargestellt 
Die starke Anreicherung nach der kombinierten Anwen- 
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dung beider Methoden ist klar erkennbar. Oie 
Separationseff izienz des Dreifachgradienten steigt 
signifikant an, wenn die Zahl der nukleierten 
Erythocyten in der Vol 1 blutprobe abnimmt. Dies 

5 konnte in Untersuchurwen von Dreifachgradienten mit 
Verdiinnungsreihen von riabel schnurbl ut in Erwachse- 
nenblut nachgewiesen werdev(Tab. 2). Man kann also 
davon ausgehen, daB bei der Separation von 
SchwangerenbTut die Effektivitat des Dreif achgradien- 

10 ten deutlich hoher ist als dies bei der Anreicherung 
aus Nabel schnurbl ut der Fall ist. 

Tabelle 1 zeigt die Anzahl nukleierter Ery throcy ten , 
die durch die Combination beider Separa tionsmethoden 
15 aus dem Blut von neun Schwangeren isoliert werden 
konn ten „ 

Nach Separation von drei mannlichen Kontrollblut- 
proben und drei Blutproben von nichtschwangeren 
ZO Frauen konnten keine nukleierten Erythrocyten nach- 
gewiesen werden. 

Bei drei der untersuchten Schwangerschaf ten wurde 
bei bekannter Trisomie 18 des Feten (Tab. 1) ira 

25 AnschluB an die Zel Iseparation eine Fluoreszenz in 
situ Hybr i disierung rait einer Chromosom 18 spezi- 
fischen DNA Sonde durehgef uhr t . In alien drei Fallen 
war der Prozentsatz der Zellen mit drei Signalen im 
Vergleich zu Kontrollen signifikant erhoht (Tab. 3). 

30 Der Anteil der Zellen mit drei Signalen lag bei 12-, 
12- und 14 % in den Fallen mit Trisomie 18. Bei vier 
Blutproben normaler Neugeborener lag der mittlere 
Prozentsatz der trisomen Zellen nach FISH bei 2.5 %. 
Abbildung 1 stellt diese Daten aus drei Schwanger- 

35 schaften und vier Nabe 1 schnurbl utkon trol 1 en dar. 
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Die beiden Verte i 1 ungskurven zeigen keine Oberlap- 
pung und der Unterschled ist hoch signi f ikant. 
Bei Patientin 3 untersuchten wir Nabel schnurbl ut, 
das von dem Feten rait Trisomie 18 in utero gewonnen 
wurde und fanden 70 % der Zellen mit drei Signalen. 
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Tab. 2 Auswertung der Anreicherung von nukleierten Erythrocy- 
ten nach Dreifachgradient aus Nabelscfaxmrblut verdunnt in Er- 
wachsenenblut. Die Zahl der nukleierten Erythrocyten wurde auf 
differentiell gefarbten Zytospins bzw. Blutausstrichen ausgewer- 
tet. 

V 

% nukleierte Erythrocyten % nukleicrte Erythrocyten nach Dreifachgradient 
im Blutausstxlch Nabelschnurblut verdunnt In weh>lichcm Blut 

Nabeischnurfaiut 

unverdQimt 1:10 1:50 1:100 1:500 1:1000 1:50000 1:10000 1:500000 

• 4 8 2 1 1 0.2 0 0.1 I in 2 OT 

17 510300 03 
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Tab. 3 Hybridisierimgssignale in Zellen aus mutteriichem Blut 
von 3 Schwangerschaften mit Trisomie 18, einer Nabelschnur- 
biutprobe eines Feten mit Trisomie 18 und 4 Nabelschnurblut- 
proben von Feten mit normalem Chromosomensatz. 

V 

Parienun % und )thzahi der Hybridisicrungssignalc 

0 j 2 3 4 5 GcsamracllzaM 



No.l 


9%(10) 


12%(13) 


6S%02) I2%(13) 


2%<2> 


~Q% ~ 


110 


(Trisl8) 
Na2 


6%(6) 


7%0) 


68%<64) 12%(II) 


2%Q) 


0% 


90 


(Trisl8) 
No. 3 


6%(6) 


3%(3) 


7056(70) 14%(14) 




0% 


94 


(Tnsl8) 















No.3 ■ 

Nabdschanr- 0% 0% 22%(18) 709&C56) 7fc<5) 1%(1) 



blui 

(Trisl8) 



blut 

KonaoileZ 

N*ebd**r 9% (5) 9%(5) 78%(42) 2%(1) 2%<1) 0% 

Hut 

Konoollc3 

N**,^- 3%(6) 6%(12) S9%(in) 3%0) 27.(2) 0% 

blut 

(4&XY) 

Nabetaw S%<9) S%(9) 88%(176) 3%(S) 1*0) 

blut 

(4&XX) 



80 



Konoalle 1 

N^ctehnur- 3%(7) 8%(16) 78%(I61) 2%(4) 2%G) 0% 



190 



54 



200 



200 
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Patentanspriiche: 

1. Verfahren zur Pranatal di agnosti k genetischer 
Anomalien, das die Kombination folgender 

5 Schritte umfaBt: 

V a) Voranreicherung kindTfcher Zellen aus 

miitterl ichera Vollblut durch einen Mehr- 
f ach-Dichte-Gradienten , 

10 b) Markierung der kindlichen Zellen rait 

einem monoklonalen Antikorper und/oder 
Markierung miitterlicher Zellen mit ent- 
sprechenden spezifischen Antikdrpern mit 
magneti schen Beads und Anreicherung der 

15 raarkierten fetalen Zellen bzw. Depletion 

der miitterl ichen Zellen durch magne- 
ti sche Separation . 
c) Nachweis kindlicher genetisch bedingter 
Anomalien durch molekul argeneti sche 

20 Nachwei smethoden . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet , daB die Markierung der kindlichen 
Zellen mit einem monoklonalen Antikbrper 

25 gegen den Transf err inrezep tor erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch ge- 
kennzei chnet > daB als kindliche Zellen 
nukleierte Erythrocyten angereichert werden. 



30 



Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichne t , daB als kindliche Zellen 
Trophobl asten angereicht werden. 



35 



5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 



PCT/DE93/00427 



-22- 

gekennzeichnet . daB als kindliche Zellen 
Lymphocyten angereichert werden. 

Verfahren nach einera der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet . dafl der 
monoklonaie Antikorper ein "anti - C071" ist. 

V 

Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, gekennzeichnet durch den Nachweis 
kindllcher Chromosomenstorungen durch 
Fluoreszenz in situ Hybridi sierung mit 
chromosomen-spezif ischen DNA Sonden. 

Verfahren nach einera der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet . daB die 
Voranreicherung kindlicher Zellen durch einen 
Dreifach-FicolKGradienten erfolgt. 

Verfahren nach einera der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet . daB die 
Anreicherung der markierten fetalen Zellen 
durch einen raagnetisch aktivierten Zell 
Sorter (MACS) erfolgt. 
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